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Resumo 
A lagarta Anticarsia gemmatalis é considerada uma das pragas mais importantes da cultura da 
soja. Portanto, o controle dessa praga constitui um componente chave para assegurar uma 
produção sustentável de soja de alta qualidade com o mínimo de perdas econômicas. O uso de 
baculovirus como biopesticida tem tornado uma interessante alternativa ao controle químico 
principalmente pela sua eficácia e segurança para humanos e outros organismos não-alvos.  
Estudos anteriores têm demonstrado que branqueadores ópticos, além de serem efetivos 
protetores de radiação UV, podem melhorar a atividade inseticida dos baculovirus. No presente 
estudo diferentes concentrações de AgMNPV-2D (2,6x10
5
; 1,3x10
6
; 6,5x10
6
 and 3,2x10
7
 
OB/ml), com e sem branqueador, foram avaliadas por bioensaios conduzidos em laboratório 
para testar o efeito do composto químico na atividade viral. O branqueador Blankophor P167 
em uma concentração de 1% foi misturado ao vírus e alíquotas de 50 l da suspensão 
resultante foram pipetados  na superfície da dieta. Cada bioensaio foi realizado em triplicata. A 
concentração letal (LC50) e tempo letal (LT50) foram determinados por análise de Probit. Outros 
parâmetros como taxa de mortalidade (%), tempo de morte (TM) e atividade viral (A) foram 
também mensurados. Todos parâmetros avaliados foram afetados com a adição do 
branqueador. A atividade de AgMNPV na lagarta foi aumentada por 39 vezes resultando em 
alta mortalidade larval e redução do tempo letal. Esses resultados indicam que o Blankophor 
P167 pode ser um importante adjuvante viral para uso em formulações derivadas de 
baculovirus. 
 
Palavras-chave: Baculovirus, Anticarsia gemmatalis, branqueadores ópticos, bioensaios, 
mortalidade, atividade inseticida. 
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Abstract 
 
The velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis, is considered one of the most important 
pests of soybean crop. Thus, the control of this pest is a key component to ensure a sustainable 
high quality production of soybean with minimal economic losses. The use of baculovirus as 
biopesticide has become an interesting alternative to chemical control mostly by its efficacy and 
safety for humans and others nontarget organisms. Previously studies have demonstrated that 
optical brighteners, in addition to being effective UV radiation protectants, can improve the 
insecticidal activity of baculoviruses. In the present study different concentrations of the 
AgMNPV-2D virus (2,6x10
5
; 1,3x10
6
; 6,5x10
6
 and 3,2x10
7
 OB/ml), with and without brightener, 
were evaluated by bioassays conducted in laboratory to test the effect of the chemical 
compound on virus activity. The Blankophor P167 brightener at a concentration of 1% was 
mixed to the virus and 50- l aliquots of the resulting suspension were pipetted onto the diet 
surface. Each bioassay was performed in triplicate. The lethal concentration (LC50) and lethal 
time (LT50) were determined by probit analyses. Other parameters as rate of mortality (%), time 
of death (TM) and virus activity (A) were also measured. All the parameters evaluated were 
affected with the addition of the brightener. The activity of AgMNPV on the caterpillar was 
enhanced by 39-fold resulting in high larval mortality and reduction of the time to death. These 
results indicate that the Blankophor P167 may be an important viral adjuvant for use in 
baculovirus formulations. 
 
Key Words: Baculovirus, Anticarsia gemmatalis, optical brighteners, mortality, insecticidal 
activity, bioassay. 
 
Introdução 
  
Os Baculovirus constituem um grupo de vírus pertencentes à família Baculoviridae que 
infectam várias ordens de insetos, sendo na sua maioria encontrados na ordem Lepidoptera. 
São subdivididos taxonomicamente em dois gêneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) e 
Granulovirus (GV) (THEILMANN et al., 2005). Os NPV replicam-se no núcleo da célula 
infectada ocorrendo formação de corpos de oclusão poliédricos contendo, em geral, vários 
nucleocapsídeos por envelope. Os GV caracterizam-se pela formação de uma única partícula 
viral oclusa em uma matriz protéica oval chamada grânulo, que têm sua replicação em meio 
celular e citoplasmático após ruptura da membrana nuclear. Os vírus ocorrem naturalmente no 
campo podendo ser utilizados como alternativas ao uso de inseticidas químicos, pois possuem 
alta especificidade, conferindo total segurança ao homem e não representando riscos ao meio 
ambiente.  
Entre as estratégias desenvolvidas visando maior aplicação dos baculovirus como 
bioinseticidas está o uso de branqueadores ópticos que, além de apresentarem grande 
potencial como agentes protetores dos vírus contra a exposição à luz ultravioleta (UV), têm-se 
mostrado capazes de aumentar a atividade viral. Essas substâncias químicas ao serem 
diluídas no vírus podem atuar na membrana peritrófica do intestino médio da lagarta tornando-
a mais porosa facilitando, assim, a entrada dos corpos de oclusão no intestino resultando em 
uma maior taxa de mortalidade das lagartas (HAMM e SHAPIRO, 1992; SHAPIRO e 
ROBERTSON, 1992; DOUGHERTY et al. 1996; SHAPIRO e ARGAUER, 2001, MARTINEZ et 
al., 2003). Os branqueadores ópticos, alteram o pH do intestino médio do inseto e bloqueia o 
impedimento da infecção primária pelas células levando a uma maior probabilidade da infecção 
quando comparada com o vírus sozinho (SHEPPARD et al., 1994; WASHBURN et al., 1998). 
O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do branqueador óptico Blankophor P167 na 
atividade do baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus com base na 
determinação dos parâmetros de mortalidade larval. 
 
Material e Métodos  
 
Insetos, vírus, branqueador óptico - Larvas de Anticarsia gemmatalis, em 3º/4° instar, foram 
obtidas do Laboratório de Criação de Insetos do Núcleo Temático de Controle Biológico 
(NTCB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN, Brasília-DF. O vírus 
utilizado foi um clone do baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus - 
AgMNPV-2D (JOHNSON e MARUNIAK, 1989) disponível no Laboratório de Virologia de 
Insetos do NTCB. O branqueador óptico testado foi o Blankophor P167 (Bayer) diluído em água 
destilada estéril (concentração final 1%). 
 
Purificação de partículas virais (método utilizado de acordo com o descrito por MARUNIAK, 
1986) - Lagartas Anticarsia gemmatalis infectadas por AgMNPV-2D foram maceradas em 
tampão de homogeinização (ácido ascórbico 1%; SDS 2%; Tris 0,01M pH 7,8; EDTA 0,001M 
pH 8,0), filtradas em camadas de gazes. A suspensão foi então centrifugada a 10.000rpm 
/15min a 4ºC em rotor SS 34. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 10ml 
de tampão TE (Tris-HCl 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0), sendo novamente centrifugado a 
12.000rpm /12min em mesma temperatura e rotor que a centrifugação anterior. Descartado o 
sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em TE e 5ml deste material foram submetidos a 
ultracentrifugação (24.000rpm /40min/4ºC, rotor AH 627) em gradiente de sacarose de 40 a 
60% (densidade de 1,17 a 1,30g/ml) para purificação das partículas virais OB. A banda de OB 
formada no terço inferior do tubo foi coletada com uma pipeta Pasteur e diluída 4 vezes em TE. 
Após uma centrifugação de 12.000rpm/15min/4ºC (rotor SS 34), o pellet foi ressuspenso em 
água e armazenado a –20ºC. Essas partículas foram quantificadas utilizando hemacitômetro de 
Neubauer para posterior diluição nas concentrações planejadas para realização dos 
bioensaios. 
 
Bioensaios - Um teste preliminar foi conduzido na concentração viral de 2,6x105 OB/ml e 
então aplicado um fator 5x no aumento das concentrações posteriores. Assim, 4 concentrações 
foram testadas (OB/ml): 2,6x10
5
, 1,3x10
6
; 6,5x10
6
 e 3,2x10
7
. O branqueador Blankophor P167 
foi diluído no vírus AgMNPV na concentração final 1% (MORALES et al., 1997). O volume final 
de inóculo foi de 50 l aplicados em discos (~0,5 cm
3
) de dieta adicionados em copos de 50ml. 
Os bioensaios consistiram de 30 larvas por tratamento (3 larvas/copo), sendo realizados em 
triplicata. Quatro tratamentos foram testados: vírus + P167; vírus; P167; e água. Os dados dos 
bioensaios foram submetidos à análise de Probit (FINNEY, 1971) para determinação da 
concentração letal (CL50) e tempo letal (TL50) seguidos dos limites fiduciais e valores χ
2
. A 
atividade viral (A) foi calculada pela razão entre CL50 para o vírus e CL50 para o vírus+P167. 
Outros parâmetros foram avaliados, como percentual de mortalidade (%) e tempo de morte 
(TM), sendo este calculado de acordo com Morales et al. (2001). 
 
Resultados e Discussão 
 
Os parâmetros de mortalidade determinados neste trabalho mostraram que lagartas A. 
gemmatalis tratadas com dieta contendo vírus AgMNPV e branqueador Blankophor P167 foram 
mais suscetíveis à infecção do que lagartas tratadas somente com vírus. Isso foi também 
observado em bioensaios relatados por Argauer e Shapiro (1997) onde vários branqueadores 
ópticos, dentre eles o Blankophor P167, foram testados em combinação com o baculovirus 
Lymantria dispar NPV.  
A análise dos dados dos bioensaios realizados com A. gemmatalis mostrou que o branqueador 
P167 reduziu a CL50 de 3,05x10
7
OB/ml (somente vírus) para 7,80x10
5
 OB/ml (tabela 1) e o 
TL50 foi reduzido em cerca de 4 dias nas diferentes concentrações virais testadas, exceto na 
maior concentração (3,2x10
7
 OB/ml) que a diferença foi de apenas 1,3 dias (tabela 2).  A taxa 
de mortalidade e o tempo de morte médio (TM) também foram calculados verificando-se que a 
porcentagem de lagartas mortas pela infecção viral com branqueador foi aumentada em até 
mais de 2 vezes e o TM teve uma leve redução com variação de 0,2 a 1 dia (Tabela 3).  
Comparativamente, o uso do branqueador proporcionou um aumento da atividade viral de 39 
vezes com conseqüente aumento da velocidade de morte larval. Trabalhos anteriores 
demonstraram que algumas substâncias químicas são capazes de aumentar a permeabilidade 
da membrana peritrófica do intestino da lagarta rompendo esse sistema de defesa e facilitando 
assim a entrada de maior número de partículas virais (BRANDT et al., 1978; ELORZA et al., 
1983; WANG e GRANADOS, 2000; ZHU et al., 2007).  
Os resultados obtidos neste estudo indicam que o branqueador testado pode ser últil nas 
formulações de bioinseticidas derivados de AgMNPV, independentemente de sua ação como 
protetor de luz ultravioleta, característica não testada neste trabalho.  
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Vírus 
 
CL50 
(OB/ml) 
 
Limites Fiduciais 
(95%)  
 
Slope 
 
2 
 
AgMNPV-2D + P167 
 
AgMNPV-2D 
 
7,8x105 
 
3,05x107 
 
126034,69 - 2056918,72 
 
4114227,8 - 5887510,5 
 
0.57 
 
0.77 
 
1.46 
 
3.18 
*CL50 determina a concentração viral necessária para matar metade da população de larvas infectadas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vírus 
 
Concentração 
(OB/ml) 
 
TL50 
(dias) 
 
Limites fiduciais 
(95%) 
 
Slope 
 
2 
 
AgMNPV-2D 
+ P167 
 
 
 
AgMNPV-2D 
 
2,6x105 
1,3x106 
6,5x106 
3,2x107 
 
2,6x105 
1,3x106 
6,5x106 
3,2x107 
 
10,01 
9,41 
8,50 
5,70 
 
13,85 
13,51 
12,66 
7,01 
 
8.65-12.65 
8.42-11.19 
7.52-10.11 
4.93-6.32 
 
11.81-16.10 
11.78-16.71 
11.25-15.36 
6.14-8.65 
 
6.97 
3.89 
8.40 
4.03 
 
6.37 
5.40 
6.30 
11.33 
 
18,53 
5,14 
23,34 
4,64 
 
6,47 
11,26 
6,68 
     36,30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2. Tempo letal médio (TL50) de lagartas A. gemmatalis infectadas pelo vírus  
AgMNPV  combinado  com   Blankophor  P167  determinado pela  análise  de Probit. 
 
Tabela 1. Concentração letal média (CL50) em lagartas A. gemmatalis infectadas pelo vírus 
AgMNPV combinado com Blankophor P167 determinada por análise de Probit.  
  
 
  
Vírus 
 
Concentração 
(OB/ml) 
 
TM 
(dias) 
 
Mortalidade  
(%) 
 
AgMNPV-2D + P167 
 
 
 
 
AgMNPV-2D 
 
2,6x105 
1,3x106 
6,5x106 
3,2x107 
 
2,6x105 
1,3x106 
6,5x106 
3,2x107 
 
6,77 
6,32 
6,84 
6,13 
 
7,59 
6,49 
7,85 
6,37 
 
44,44 
49,99 
64,44 
85,55 
 
21,10 
22,22 
27,77 
75,55 
 
Tabela 3. Tempo de morte médio (TM) e taxa de mortalidade de lagartas A. 
gemmatalis infectadas pelo vírus  AgMNPV  combinado  com Blankophor 
P167.  
